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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação do benzotiadiazole (BTH) e do silício sobre
o controle da doença causada pela Xylella fastidiosa subsp. pauca em Nicotiana tabacum. Os experimentos
foram conduzidos em condições de casa de vegetação, onde as plantas de N. tabacum receberam inoculação de
X. fastidiosa (linhagem 9a5c) com 4,7x107 UFC mL-1. Os tratamentos consistiram da pulverização das folhas, com
soluções de BTH (0,6 e 1,2 mM), e aplicação ao solo de soluções de metassilicato de sódio (2 e 4 µM de Si). Cinco
plantas foram utilizadas, por tratamento. Plantas de N. tabacum tratadas com BTH não demonstraram redução de
sintomas da bacteriose. Entretanto, plantas tratadas com metassilicato de sódio, sim. A indução de resistência
pelo Si poderá ser útil no controle da clorose variegada dos citros.
Termos para indexação: Nicotiana tabacum, BTH, indução de resistência sistêmica, clorose variegada dos
citros.
Redution of the symptons caused by Xylella fastidiosa
subsp. pauca through application of benzothiadiazole and silicon
Abstract – The objective of this work was to evaluate the effects of benzothiadiazole (BTH) and silicon applications
on the control of the disease caused by Xylella fastidiosa subsp. pauca on Nicotiana tabacum. The experiments
were carried out under greenhouse conditions, where X. fastidiosa (9a5c strain) containing 4.7x107 CFU mL-1 was
inoculated in N. tabacum plants. The BTH and silicon treatments consisted of BTH (0.6 and 1.2 mM) application
to plant leaves, and sodium metasilicate solution (2 and 4 µM of Si) application to soil. Plants of N. tabacum
treated with BTH showed no reduction in symptoms. However, plants treated with sodium metasilicate (source
of Si) were rendered asymptomatic. Disease resistance induced by Si can be useful to control citrus variegated
chlorosis.
Index terms: Nicotiana tabacum, BTH, systemic acquired resistance, citrus variegated chlorosis.
Introdução
A clorose variegada dos citros (CVC) é uma doença
que afeta todas as variedades de laranjas doces
(Citrus sinensis L.), é causada pela bactéria Xylella
fastidiosa subsp. pauca e se restringe aos vasos do
xilema (Hartung et al., 1994; Schaad et al., 2004).
Essa bactéria é transmitida por insetos vetores
(Homoptera: Cicadellidae, Cicadellinae) (Brlansky
et al., 2002) e via sementes (Li et al., 2003).
No Brasil, a CVC é responsável por perdas de
R$ 20 milhões por ano na indútria citrícula (Della Coletta
et al., 2001). Apesar de X. fastidiosa ter sido a primeira
bactéria fitopatogênica a ter o seu genoma
completamente seqüenciado (Simpson et al., 2000), ainda
não existe um método eficiente para o controle da CVC,
que continua a aumentar em severidade nos pomares
(Fundecitrus, 2005).
Uma abordagem interessante no controle de doenças
vegetais é a ativação de mecanismos de defesa inerentes
à planta, por meio da aplicação de produtos bióticos ou
abióticos não tóxicos, que atuam como indutores de
mecanismos de resistência em plantas. Esses mecanismos
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estão associados à expressão coordenada de um conjunto
de genes de defesa, fenômeno este conhecido por
resistência sistêmica adquirida (“system acquired
resistance” – SAR) (Kuc, 1995; Sticher et al., 1997).
Entre os indutores de resistência abióticos, tem sido
demonstrado que o composto químico sintético
benzotiadiazole (BTH) atua como agente ativador dos
mecanismos de defesa em plantas e as protege,
sistemicamente, contra uma larga gama de doenças
causadas por fungos e bactérias, sem demonstrar efeitos
tóxicos diretos e significativos contra a planta (Ruess
et al., 1995; Silva et al., 2000; Iriti & Faoro, 2003; Edreva,
2004). Segundo Yamagushi (1998), o BTH não possui
ação direta sobre o patógeno e atua, supostamente, com
papel semelhante ao ácido salicílico na via de transdução
de sinais que levam à SAR.
Recentemente, foi sugerida a utilização de sílicio (Si)
na redução da incidência e desenvolvimento de doenças
em mono e dicotiledôneas (Epstein, 1999; Lima Filho
et al., 1999; Pozza et al., 2004; Fauteux et al., 2005;
Moraes et al., 2006). A silicificação das células
epidérmicas, observada em plantas tratadas com
metassilicato, via foliar ou pela incorporação ao solo,
constitui uma barreira física à penetração de patógenos
e tem sido apontada como um dos possíveis mecanismos
de ação do Si na proteção de plantas contra doenças
(Fauteux et al., 2005). O Si parece, ainda, ativar nas
plantas mecanismos de defesa em resposta ao ataque
de patógenos, como o aumento na síntese de compostos
fenólicos e das enzimas peroxidase, polifenoloxidase,
quitinase e beta-glicosidase (Lima Filho et al., 1999).
Foi demonstrado que plantas de Nicotiana tabacum
apresentam sintomas foliares de X. fastidiosa,
significativamente mais rápidos que citros, em condições
de casa de vegetação, o que a torna uma excelente
planta modelo para o estudo dessa bacteriose (Lopes
et al., 2000). Foi demonstrada, também, a ação do BTH
como indutor da SAR nessa planta, quando inoculado
artificialmente o vírus do mosaico TMV (Friedrich et al.,
1996).
O objetivo deste trabalho foi verificar a ação do BTH
e do silício, como indutores de resistência sistêmica em
N. tabacum contra X. fastidiosa subsp. pauca.
Material e Métodos
Sementes de N. tabacum var. Clevelandii (Lopes
et al., 2000) foram semeadas em substrato comercial
Plantmax. Após período de aproximadamente 30 dias,
as mudas foram transplantadas para sacos de plástico
de 1,5 L, que continham o mesmo substrato, e mantidas
em condições de casa de vegetação.
Soluções aquosas de BTH, nas concentrações 0,6 mM
e 1,2 mM, foram preparadas a partir de produto
comercial, que continha 50% de princípio ativo na forma
de pó molhável. As soluções de BTH, preparadas em
água destilada esterilizada, foram submetidas à agitação
durante 10 min, antes de serem utilizadas para aspersão
foliar, uma semana antes da inoculação de X. fastidiosa.
Todas as folhas das plantas foram aspergidas, e cada
planta recebeu 15 mL da solução de BTH.
Ao substrato vegetal Plantmax, com plantas de
30 dias, foi incorporado metassilicato de sódio (fonte de
Si), em forma de pó diluído em água destilada esterilizada,
aos 45 e aos 20 dias antes da inoculação da bactéria,
tendo-se utilizado concentrações de 2 e 4 µM de Si. Para
cada planta, foram adicionados ao substrato 200 mL da
solução de metassilicato.
Quando as plantas atingiram 75 dias, foram submetidas
à inoculação do patógeno. Foi utilizada, para esse
procedimento, a linhagem 9a5c de X. fastidiosa (Simpson
et al., 2000), originalmente isolada a partir de plantas de
laranja 'Valência' (Citrus sinensis), no meio de cultura PW
(Davis et al., 1981). As bactérias foram inoculadas nas
plantas de N. tabacum com a injeção de 30 µL de suspensão
na concentração 4,97x107 UFC mL-1 diretamente no caule
(2 a 3 cm acima do nível de substrato), com auxílio de
agulha entomológica, por meio de pequenas perfurações
para permitir a absorção da suspensão pelos vasos
xilemáticos (Almeida et al., 2001). As plantas de
N. tabacum foram mantidas em casa de vegetação a 28°C,
até a avaliação dos sintomas da doença.
Como controle positivo, foram utilizadas plantas não
submetidas ao tratamento com BTH e metassilicato de
sódio, mas submetidas à inoculação de X. fastidiosa.
O controle negativo constituiu-se de plantas não tratadas
com os indutores citados e sem a inoculação do patógeno.
Para avaliação da presença de X. fastidiosa, foram
removidas as folhas, com a nervura central e sem o
pecíolo, de todas as plantas de tabaco, e o DNA foi
extraído conforme Doyle & Doyle (1990). Em seguida,
foi realizada a PCR em 3 plantas de cada tratamento,
tendo-se utilizado os primers específicos para
X. fastidiosa subsp. pauca, CVC-1 e 272-2int (Pooler
& Hartung, 1995). Para as reações de PCR, foram
utilizados: um volume final de 35 µL, com 70 ng de DNA
molde; 0,4 pmol de cada primer; 200 mM de dNTP;
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3 mM de MgCl2; 1 U de Taq DNA Polimerase; 1X
tampão buffer. Em todos os experimentos, foi realizada
a reação de controle negativo, em que o DNA foi
excluído; e um controle positivo com DNA extraídos
das bactérias (linhagem 9a5c). Foi utilizado o
termociclador programado, para gerar uma desnaturação
inicial de 94°C por 4 min, seguida de: 30 ciclos de 94°C
por 1 min; 62°C por 1 min; 72°C por 1 min; e uma
extensão final de 72°C por 10 min. Foram utilizados 3 µL
da reação, para a observação dos fragmentos
amplificados em gel de agarose 1% com brometo de
etídeo (0,4 µg mL-1), visualizados sob luz ultravioleta e
documentados. O padrão molecular utilizado foi 1 kb
Plus DNA Ladder.
Para a detecção de X. fastidiosa, foram utilizadas
três plantas, de cada tratamento, para a análise de
microscopia eletrônica de varredura (MEV) dos vasos
de xilema de N. tabacum. O material vegetal foi
preparado de acordo com Rodriguez & Wetzstein (1998).
As amostras foram coletadas e fixadas com cacodilato
de sódio 2 M e solução de glutaraldeído 2,5%, durante
toda a noite e, em seguida, foi lavado três vezes com
solução de cacodilato 0,05 M por 10 min e desidratado,
em série crescente de acetona (30, 45, 60, 75, 85, 90,
100%), por 10 min a cada concentração. O material foi
secado até o ponto crítico, coberto com ouro e observado
em MEV a 10 kV.
O experimento foi realizado em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (duas concentrações de BTH, duas
concentrações de Si e dois controles) e cinco
repetições. A intensidade dos sintomas foi
quantificada por avaliações de severidade.
A severidade foi analisada pela porcentagem de
lesões em cada planta. A porcentagem de lesões
recebeu um escore de 0 a 4, em que: zero
(0) representa 0% de folhas lesionadas por planta;
1 representa de 1 a 25%; 2 representa de 26 a 50%;
3 representa de 51 a 75%; e 4 representa de 76 a 100%.
Para as análises estatísticas, foram realizadas análises
de variância paramétrica para todos os dados obtidos.
As médias de incidência e de escores de severidade
foram transformados em (y + 3/8)0,5 (Binômio de
Poisson), para obtenção da normalidade dos dados.
Os dados foram analisados por meio de regressão linear
com o programa Statistical Analysis System (SAS
Institute, 1987).
Resultados e Discussão
O BTH não conferiu proteção às plantas, em relação
à X. fastidiosa inoculada artificialmente. A porcentagem
de folhas lesionadas, observadas nas plantas tratadas
com BTH a 0,6 e 1,2 mM, indicam que houve a evolução
da doença, pois foi possível observar os sintomas
característicos de X. fastidiosa entre 60 e 65 dias após
a inoculação (Figura 1) (Lopes et al., 2000). Por meio
da técnica de PCR (Figura 2) e MEV (Figura 3), foi
Figura 1. Folhas de Nicotiana tabacum, após 60 dias do tratamento com BTH e Si,
submetidas à inoculação de Xylella fastidiosa subsp. pauca. A: controle negativo;
B: controle positivo; C: BTH a 1,2 mM; D: Si a 4 µM. A – sem sintomas; B e C – demonstram
sintomas; D – apresenta redução de sintoma, com pequena clorose.
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Figura 3. Microscopia eletrônica de varredura (MEV), de um corte transversal dos
vasos xilemáticos de plantas sintomáticas de Nicotiana tabacum, submetidas à
inoculação de Xylella fastidiosa subsp. pauca e tratadas com benzotiadiazole.
Figura 2. Produtos da amplificação de fragmentos de DNA de Xylella fastidiosa subsp.
pauca. 1 e 2: controle negativo; 3 e 4: controle positivo; 5 e 6: plantas de Nicotiana
tabacum tratadas com BTH a 0,6 mM; 7 e 8: plantas de N. tabacum tratadas com BTH
a 1,2 mM; 9 e 10: plantas de N. abacum tratadas com Si a 2 µM; 11 e 12: plantas de
N. tabacum tratadas com Si a 4 µM.
possível confirmar, em todas as plantas analisadas, que
as lesões e sintomas observados foram conseqüência
da presença de X. fastidiosa nos vasos de xilema.
A utilização de BTH na concentração 1,2 mM, em
plantas de N. tabacum, propicia proteção contra os
seguintes microrganismos: o vírus mosaico-do-tabaco
(TMV); os fungos Cercospora nicotianae, Peronospora
tabacina, Phytophthora parasitica; e a bactéria
Pseudomonas syringae (Friedrich et al., 1996). Foi
demonstrado que o BTH induz, em N. tabacum, a
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expressão de genes relacionados à SAR, bem como
alterações bioquímicas que caracterizam a SAR, ativadas
por agentes bióticos como o acúmulo de mRNAs de
proteínas relacionadas à patogênese, como PR-1a,
quitinases e beta-1,3-glucanases (Friedrich et al., 1996),
ou alterações estruturais, como o depósito de calose nas
paredes celulares, nos sítios de penetração do patógeno
(Benhamou & Bélanger, 1998). Entretanto, no presente
trabalho, não foi observada proteção em plantas de
N. tabacum, indício de que os mecanismos de
resistência, ativados pelo BTH nessa planta, não são
efetivos em impedir a expressão de sintomas causados
por X. fastidiosa.
Os resultados das análises das plantas de
N. tabacum tratadas com metassilicato de sódio
indicaram que houve proteção em relação à
bacteriose, quando comparadas com o controle positivo
(Figura 1), apesar de a X. fastidiosa ter sido detectada,
também, nas plantas de N. tabacum tratadas com Si
(Figura 2). Araújo et al. (2002) também detectaram,
por meio de PCR, X. fastidiosa em plantas
consideradas assintomáticas de Citrus sinensis.
A porcentagem de folhas lesionadas, em plantas
tratadas com Si na concentração de 2 µM, foi menor do
que nas plantas do controle positivo, enquanto na
concentração de 4 µM de Si as plantas apresentaram
porcentagem de folhas lesionadas ainda menor.
As análises estatísticas de regressão demonstraram que
houve diferença significativa entre as concentrações e a
redução das lesões, somente quando a fonte utilizada foi o
metassilicato de sódio (CV% 27 e r2 0,96). As plantas de
N. tabacum responderam positivamente às concentrações
de Si aplicadas e tiveram diminuído o escore de severidade
à razão de -0,0247, para cada acréscimo na concentração
da solução de Si adicionada ao substrato. Entretanto, em
relação às concentrações de BTH, as análises estatísticas
de regressão mostraram que não houve diferença
significativa entre as plantas tratadas com este composto,
em relação às plantas controle.
O Si é mais facilmente absorvido pelas plantas nas
formas solúveis e é translocado via xilema para outras
partes da planta. Em plantas de cafeeiro, as concentrações
menores de Si apresentam distribuição uniforme, com
translocação para a folha; no entanto, com o aumento
da concentração, ocorre acúmulo deste elemento no
caule (Santos, 2002). A ação protetora do Si contra
X. fastidiosa pode, portanto, não estar envolvida com
os sinais das plantas, mas sim com uma barreira física
ocasionada pelo Si.
O Si apresenta alto potencial de uso na agricultura,
promove melhorias no metabolismo das plantas (Lima
Filho et al., 1999), melhora as respostas ao estresse
abiótico, e aumenta, significativamente, o crescimento
de algumas plantas (Epstein, 1994; Marschner, 1995).
A ação do Si, como indutor de resistência em N. tabacum
contra X. fastidiosa, é uma importante constatação, pois
a condução de experimentos futuros, para o estudo dos
possíveis mecanismos de ação do Si ou as possíveis
alterações estruturais induzidas por esse elemento,
poderá fornecer subsídios para o controle da CVC.
Conclusões
1. O tratamento de plantas de Nicotiana tabacum
com BTH não é eficiente na indução de resistência contra
Xylella fastidiosa.
2. O fornecimento de silício para plantas é promissor
para a indução de resistência contra X. fastidiosa.
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